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が知られているため， 再生医療に有望な細胞として注目を集めている。 また， 免疫
原性が低いことに加え， 抗炎症性サイトカインなどのタンパク質を分泌することが報
告されており， これまでに世界中で 900件以上の臨床試験が実施されている。 間葉系
幹細胞は移植片対宿主病， クローン病や脊椎損傷などの疾患に対する新規治療法とし




が取られている。 この場合では， 培養皿に接着した細胞は細胞外マトリックス（ECM， 
Extra Cellular Matrix）を中心とする接着タンパク質を介して培養皿と強く結合している




ため， 細胞の機能を高く維持できないことが課題である。 実際， 従来の酵素を用い
た細胞剥離法で作製した細胞懸濁液の移植は， 多くの疾患において臨床試験で治療効
















ると考えられてきた。 一方， 生着率や治療効果にどのような細胞の構造（ECM， 細
胞-基質間結合， 細胞間結合， 細胞骨格）が重要な役割を担っているか， 明らかにさ
れていなかった。 そこで本博士論文では， 様々な組織から採取される間葉系幹細胞の
特性の違いを明らかにし， 異なる細胞剥離方法（細胞シート・細胞懸濁液）を用いた




細胞シートは， 温度応答性培養皿を用いて作製した。 一方， 細胞懸濁液（ET， Enzyme 





し， 1， 7， 14， 28日後に In Vivo Imaging System （IVIS）を用いて蛍光強度を解析
し， 細胞の生着率を評価した。  
その他の実験：幹細胞マーカーの発現はフローサイトメトリー法を用いて解析した。 細
胞シート， 細胞懸濁液のタンパク質発現量はウェスタンブロット法により， 培養上
清・マウス血液・移植部位（皮膚）中のタンパク質発現量は ELISA 法により， タン
パク質の局在・形態は免疫染色法により解析した。 細胞の表面構造は走査電子顕微鏡， 
内部構造は透過電子顕微鏡により解析した。 細胞生存率の評価は Annexin V法， LDH







芽細胞・脂肪細胞への分化能および， 幹細胞マーカーの発現を解析した。 その結果， 
全ての間葉系幹細胞で脂肪および骨芽細胞への分化が確認された。 また， 幹細胞マー
カーの発現を解析したところ， CD45および HLA-DRが陰性， HLA-ABCが陽性であ
った。 以上の結果から今回用いた間葉系幹細胞は幹細胞の特性を有していることが確
認された。 次に， これらの間葉系幹細胞を用いた細胞シート作製条件を確立した。 細
胞の播種濃度， 培養日数， 前処理方法を検討することで間葉系幹細胞シートを作製し
た。 次に， 作製した細胞シートが間葉系幹細胞の機能を保持しているか調べるため， 
培養上清中のサイトカイン産性能を解析した。 その結果， 全ての間葉系幹細胞シート














ート群では ECMs， Cell-ECM junction のタンパク質発現量は接着細胞と同等であった
が， 細胞懸濁液（ET）ではトリプシンの濃度・処理時間依存的にタンパク質発現量が
減少していることがわかった。 次に， 接着タンパク質の発現量の変化が， 細胞内シ
グナルの活性に影響するかを細胞のメカノセンサーに着目して解析した。 メカノセン
サーは， 細胞外の機械的シグナルを， 細胞内の化学的シグナルに変換する役割を持つ。 
そこで代表的なメカノセンサーである YAP （Yes-associated Protein）および FAK （Focal 
Adhesion Kinase）を解析した。 その結果， 培養皿から剥離した細胞シートの YAP お
よび FAKの活性が， 細胞懸濁液（ET）より高く， 接着細胞と同程度であることが分
かった。 YAPの活性は， Actinのストレスファイバー構造によって制御されているこ
とが報告されている。 そこで， 免疫染色法を用いて Actin の構造を解析した。 その
結果， 細胞シートではストレスファイバーが確認されたが， 細胞懸濁液（ET）では
ストレスファイバーを形成していないことがわかった。 YAPおよび FAKは， 活性化
されている状態で核内の生存・増殖シグナル因子を活性化し， 細胞-基質間結合が分解
されると， YAPおよび FAKの抑制を介して， アポトーシスの一種である anoikisを誘
導することが知られている。 そこで， トリプシン処理がアポトーシスを誘導するか
Annexin V法を用いて解析した。 その結果， トリプシン処理時間依存にアポトーシス
が誘導されることが分かった。 また， 細胞剥離法の違いによる細胞傷害性を比較する
ため， 細胞シートおよび細胞懸濁液（ET）を用いて細胞剥離直後の細胞生存率を Live 
and Dead染色法で解析し， 剥離した細胞を再播種した 24時間後の細胞生存率は LDH
法を用いて解析した。 その結果， 細胞シートは細胞懸濁液と比較して細胞傷害性が低
いことが示された。 以上のことから， 細胞シートでは， 細胞の構造（ECM， 細胞-
基質間結合， 細胞間結合， 細胞骨格）が保持され，細胞傷害性が細胞懸濁液（ET）




結合， 細胞間結合， 細胞骨格）の変化を解析してきた。 その結果， 異なる構造を有
する細胞を作製することができることが分かった。 上述の通り， 細胞シートを用いた
細胞移植は生着率が高いことが報告されており， ECMが生着率の促進に重要な役割を





た。 その結果， 移植 4 週間後において， 細胞シートを移植したマウスでは高い生着
率を確認できたが， 細胞懸濁液（ET）を移植したマウスでは細胞の生着がほとんど確
認できなかった。 一方， 細胞懸濁液（TR）を移植したマウスでは， 移植直後より生
着率は低いものの， 細胞が生着していることが確認できた。 細胞シートと細胞懸濁液
（ET）の生着率を比較すると， ECM， 細胞間結合， 細胞骨格が， 細胞の生着率に
関与していることが考えられた。 また， 細胞シートと細胞懸濁液（TR）を比較する
と， 細胞間結合， 細胞骨格が生着率の向上に重要であることが示された。 さらに， 細




で， 移植した間葉系幹細胞由来のサイトカイン量を解析した。 その結果， 細胞シー
トを移植したマウスでは移植部位（皮膚）で HGF， VEGF， TGF-β1を， 血中で VEGF， 
TGF-β1， IL-10 を発現していることが確認できた。 一方， 細胞懸濁液（ET， TR）
を移植したマウスでの移植部位（皮膚）ではこれらのサイトカインの発現は確認できな








本研究により， 細胞シートは培養皿接着時と同様の構造（ECM， 細胞-基質間結合， 
細胞間結合， 細胞骨格）を保持しながら剥離・回収できることが示された。 一方， タ
ンパク質分解酵素処理による細胞剥離法では構造が破壊され， 細胞の接着性が低いこ
とが分かった。 さらに， 本研究により細胞シートが細胞懸濁液（ETおよび TR）と比
較して高い生着率を有していることが明らかになった。 このことから， 移植細胞の生
着率には ECMに加えて細胞間結合， 細胞骨格が重要な役割をしていることが示唆さ
れた。 さらに， 細胞シートは移植後 4週間のマウス移植部位（皮膚）および血液中に
サイトカインを産生・分泌しており， 移植後長期間にわたり細胞の機能を維持するこ






































回収した細胞懸濁液を ICR マウスの皮下に移植し，IVIS で移植細胞の生着率を解析し
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